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^ TRAITfcTJE COOPERATION EN-MA^f lERE DE BREVETS 



iteur: le BUREAU INTERNATIONAL 




1. L'office dSsigne est avise de son Election qui a ete faite: 



| X| dans la demande d'examen 
international le: 



preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminaire " • 
1 1 octobre 1997 (1 1.10.97) . , 



Q dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection fJO a ete faite 

| | n'a pas ete faite 

avant ."expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de oriorite ou. lorsque la regie 32 s'applique. dans le delai vise 



a la regie 32.2b). 





Fonctionnaire autoris6 


Bureau international de I'OMPI 


C6line Faust 


34. chemin des Colombettes 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecoDieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41 -22) 338.83.38 


L : 173S183 



Formulaire PCT/lB/331 (juillet 1992) 



^ ?} PCT/FR97/00649 

TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



ExpSditeur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNANT LA 


Oestinataire: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedrtion (jour/mo is/an nee) 
26 octobre 1998 (26.10.98) 


Demande Internationale no 
PCT/FR97/00649 


Date du depot international 
11 avril 1997(11.04.97) 


Deposant 

CONSEIL GENERAL DE L'ORNE etc 



Le Bureau international transmet ci-joint le nombre de copies indique ci-apres des documents suivants: 

copie de la traduction en langue anglaise du rapport d'examen preliminaire international (article 36.3)a)) 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopies: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

C. Carrie 

no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/310 (juillet 1992) 



002302106 



28 Rec'd 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



WO 97/39034 
PCT/FR97/00649 



p CT/P T Q, m 



OCT 1998 



AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1.c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
23 octobre 1997 (23.10.97) 



Destinataire: 



PEAUCELLE, Chantal 



Cabinet Armengau J Afo&^EKGAU)Jt>) >WM& 
3, avenue Bugeaucj r - R 'fc £ ^' 
F-75116 Paris 
FRANCE 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
CP/58.590 


AVIS IMPORTANT 


Demande Internationale no 
PCT/FR97/00649 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
11 avril 1997 (11.04.97) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
12 avril 1996 (12.04.96) 


Deposant 

CONSEIL GENERAL DE L'ORNE etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit ('article 20, la demande international aux offices designes suivants: 

AU,BR,CA,CN,EPJLJP,KP,KR,NO,PL,SK,US 

Conformement a la regie 47.1.c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a I'office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

AL^AM.A^AT^BA^B^CBY^H^UXZ^E^K^EA^E^S^I^B^GE^GH^UJS^KE^KCKZ^LC, 

LK^LR^LS^LT^LUXV^MD^MG^K^MN^MW^X^Z^OA^T^RO^U^D^SE^G^SI^TJ^TMJR^U^UG, 

UZ,VN,YU 

La com'munication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
23 octobre 1997 (23.10.97) sous le numero WO 97/39034 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter Touverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
('administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concemant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de I'OMPI 




34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 


Formulaire PCT/IB/308 (Juillet 1996) 


1733048 



WO 97/39034 
PCT/FR97/00649 

Suite du formulaire PCT/IB/308 

AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA COMMUNICATION DE 
LA DEMANDE INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 



Date d' expedition (jour/mois/annee) 

23 octobre 1997 (23.10.97) 


AVIS IMPORTANT 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
CP/58.590 


Demande internationale no 
PCT/FR 97/00649 



II est notifie au deposant que, au moment de I'etablissement du present avis, le delai fixe a la regie 46.1 pour le depot de 
modifications selon Particle 19 n'etait pas encore expire et que le Bureau international n'avait pas regu de modications ni de 
declaration I'informant que le deposant ne souhaitait pas presenter de modifications. 



Formulaire PC i IB 30S ffeuilfe ?nr,oy~i fiuillet ^996) 



1 73304S 



PCT/FR97/00649 



TRAITE DE COOPERATION EN MA MERE DE BREVETS 

Expediteur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 



NOTIFICATION RELATIVE A LA PRESENTATION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 41 1 du PCT) 



□ate {('expedition (jour/mois/annee) 
26 mai 1997 (26.05.97) 



Oestinataire: 



PEAUCELLE, Chantal 
Cabinet Armengaud Aine 
3, avenue Bugeaud 
F-75116 Paris 
FRANCE 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
CP/58.590 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 

PCT/FR97/00649 


Date du depot international 
11 avril 1997 (11.04.97) 


Date de priorite 

12 avril 1996(12.04.96) 


Deposant 

CONSEIL GENERAL DE L'ORNE etc 



La date de reception par le Bureau international du ou des documents de priorite correspondant a la ou aux demandes suivantes 
est notifiee au deposant: 



Demande anterieure no: Date de priorite: 

96/04623 12 avr 1996 (12.04.96) 



Pavs dans leouel ou pour leauel 
la demande a ete deoosee: 

FR 



Da ^e de reception du 
document de priorite 

20 mai 1997 (20.05.97) 



Bureau international de POMP1 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaireautoris6: — 

C6line Faust {J^SLKxAi 
no de telephone: (41 -22) 730.91.11 



Formulaire PCT/1B/304 (juillet 1992) 



001525294 



TRAIT^>E COOPERATION EN MATI^fc DE BREVETS 

PCT 



rapport or: ri:c:hi:rchi- international!*: 

(article 1 8 ct regies 43 ct 44 du PCI ) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandaiairc 

CP/58.590 



POI IP «£l IITV voir ,a notincation dc transmission du rapport de recherche inter nation ale 
rutJK jmji i r, (formu | airc pcT/ISA/220) ct, lc cas cchcant, 1c point 5 ci-aprcs 

A OONNKK 



Dcmandc intcrnationalc n° 

PCT/ FR 97/ 00649 



Date du depot inter nation ?d( jour j mots iannee) 

11/04/1997 



(Date de priorilc (la plus ancienne) 
( jourjmoisjannee) 

12/04/1996 



Deposant 



CONSEIL GENERAL DE L'ORNE et al 



I e present rapport de recherche intcrnationalc, elabli par 1 'administration chargce dc la recherche international^ est transmis au 
deposant conformcmcnl a I'arlicle 18. Unc copic en est transmisc au Bureau international. 



Ce rapport de recherche intcrnationalc comprend 



feuillcs. 



[X] H est aussi accompagne d'une copic dc chaque document rclatif a I'ctat dc la technique qui y est cite. 



I . Q II a etc cstimc que ccrtaincs revendications nc pouvaient pas fairc I'objct d une recherche (voir lc cadre I). 
2 * [Z] 11 y a abscncc d ' unit ^ dc I'invcntion (voir lc cadre II). 

* PI ■ * dcmandc Internationale contient la divulgation d'un listagc dc sequence dc nucleotides ou d'acides amines ct la 

L — ' recherche intcrnationalc a etc effecluce sur la base du listagc de sequence 
| | depose avee la dcmandc intcrnationalc 

| | fourni par lc deposant scparcmcnt dc la dcmandc intcrnationalc 

□ sans elre accompagnce d une declaration scion laqucllc il n'inclut pas d'clcmcnts 
allant au-dcla dc la divulgation faitc dans la dcmandc intcrnationalc telle 
qu elle a etc deposec. 

| | transcrit par I'adminislration 

4. Rn cc qui conccrne lc lilrcQ lc tcxtc est approuvc lei qu'il a etc remise par lc dcposanL 

| (C tcxtc a etc elabli par I'adminislration et a la tencur suivantc: 

MOYENS POUR LA DETECTION DE BACTERIES DE L'ESPECE TAYLORELLA EQUIGENITALIS 
ET APPLICATIONS BI0L0GIQUES 



S. Rn cc qui conccrne I'abrcRc, 



lc tcxtc est approuvc id qu'il a etc rcmis par lc deposant 

□ lc tcxtc (rcproduitdans lc cadre III) a etc elabli par l administration conformcment a la 
rcRlc 38 2b) I* deposant pcul presenter des observations a I 'administration dans un dclai 
?5n mois a compter dc la date d'expedition du present rapport dc recherche international 



6. La figure des dessins a publicr avee l abrcgc est la suivantc: 
Figure n' Q suggcrcc par lc deposant. 



| | parcc que lc deposant n'a pas suggcrc dc figure. 
[ | parcc que ccttc figure caracicrisc micux l invcntion. 



| )( | Aucunc des figures 
n'esi a publicr. 



Formuiairc PCT7ISA/210 (premiere fcuillc) (juitlci 1992) 



RAPPORT 



ECHERCHE INTERNATIONAL 



Demande Internationale No 

PCT/FR 97/G0649 



A. CLASSEMENT DE L'OBIET DE LA DEMANDE . ~ n our , n/ - rnlinO/CCB 

CIB 6 C07K16/12 C07K16/42 C07K14/285 C12N5/06 G01N33/569 
G01N33/577 A61K39/395 

Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou & la fois selon la classification nationale et la CIB > 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consul tee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C07K C12N G01N A61K 



Documentation consultee autre que la documentation mini male dans la mesure ou ces documents re 1 event des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au count de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si eel a est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, 1'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



THE VETERINARY RECORD, 

vol. 118, no- 20, 17 Mai 1986, LONDRES, 

GRANDE BRETAGNE, 

page 562 XP0O0615390 

A. MACMILLAN ET AL. : "Antibodies reactive 
with Taylorella equigeni talis in equine 
sera- " 

voir le document en entier 

WO 86 02360 A (TECHNOLOGY LICENCE COMPANY 

LIMITED) 24 Avri 1 1986 

voir exemples 

voir revendications 

-/-- 



I- 5,7, 

II- 14,16 



1-5,7, 
9-14,16 



j xj Voir la du cadre c !a fin dc la 



liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



Categories sped ales de documents cites: 



'A # 



"E - 



document de finis sant l'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
document anterieur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 

document pouvant jeter un doute sur unc revendi cation de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

document publie avant la date de depot international, mais 
posterieuremcnt a la date de priorite revendiquee 



*T* document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a l'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principc 
ou la theorie constituant la base de 1' invention 

'X* document particulierement pertinent; Tinvention revendiquee ne peut 
6tre consideree comme nouvelle ou comme impli quant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; 1' invention revendiquee 

ne peut etrc consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de m?me nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a etc efTectivement achevee 



22 Aout 1997 



Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale 



1 2. oa 9? 



Nom et adrcsse postal e de 1' administration chargee de la recherche internationale 
Office Europecn des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswi)k 
Tel. ( + 31 70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Nooij, F 



Formulaire PCT/IS A/210 (deuxieme feuUle) (juiUet 1993) 



page 1 de 2 



RAPPORT 



D^ECHERCHE INTERNATIONALE^ 



Demande Internationale No 

PCT/FR 97/00649 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cattgorie * I Identification des documents cites, avec, !e cas echeant, rindication des passages pertinents 



P,X 



VETERINARY MICROBIOLOGY, 

vol. 18, no. 2, Octobre 1988, AMSTERDAM, 

PAYS-BAS 

pages 155-161, XP000615355 
M. EGUCHI ET AL. : "Passive 
hemagglutination test for detection of 
antibodies against Taylorella 
(Haemophilus) equigenital i s in sera of 
mares. " 
voir abrege 

VETERINARY RESEARCH, 

vol. 28, no. 1, 1997, PARIS, FRANCE, 

pages 65-76, XP002038656 

D. GRADINARU ET AL. : "Production and 

characterization of monoclonal antibodies 

against Taylorella equigenital is." 

voir le document en entier 



I- 5,7, 

II- 14,16 



1-16 



Formulaire PCT/IS A/210 (suite de la deuxicm* feuUte) (juillet 1992) 



page 2 de 2 



TE RN ATI ON AL SEARCH REPO 

Information on patent family members 



International Application No 

PCT/FR 97/00649 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 8602360 A 



24-04-86 



EP 0201519 A 
JP 62500585 T 



20-11-86 
12-03-87 



Form PCT/1SA/210 (patent family annex) (July 1992) 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



AO 



(PCT Article 36 and Rule 70) 


Applicant's or agent's file reference 


for fTTTOTw™ APTinw See Notiflcation of Transmittal of International 
rutvruK1 nsL ^ AK - 1 lKJ ™ Preliminary Examination Report (Form PC T7IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/FR97/00649 


International filing date (day/month/year) 
11 April 1997 (11.04.1997) 


Priority date (day/month/year) 

12 April 1996(12.04.1996) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 

C07K 16/12, 16/42, 14/285, C12N 5/06, G01N 33/569, 33/577, A61K 39/395 


Applicant 


CONSEIL GENERAL DE L'ORNE 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Exarnining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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□ 


vm 


1* 



Date of submission of the demand 

11 October 1997 (11.10.1997) 


Date of completion of this report 

16 June 1998 (16.06.1998) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399^465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR97/00649 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.)'. 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages * " 34 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of » 

pages , filed with the letter of • 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1 - 15 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 30 April 1998 (30.04.1998) 
, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2,2/2 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

[ | the claims, Nos. 



I 1 the drawings, sheets/fig 



3 I 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 97/00649 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (1A) 



2. Citations and explanations 

1. Although on the priority date of the present 

application, the existence of a particular kind of 

monoclonal anti- Taylorella Equigenitalis (AcM anti- 
Te) antibody was quite within the scope of a person 
skilled in the art, cf. documents 

Dl = The Veterinary Record 118/20, 1986, p. 562 
D2 = Veterinary Microbiology 18/2, 1988, pp. 155- 

161 

and the traditional Kohler-Milstein method, which 
represents a tool commonly used in genetic molecular 
sciences, the AcMs of claim 1 possessing the 
particular features recited, such as the absence of 
crossed reactions, are considered to be inventive 
given the uncertain nature of the method of 
preparing AcM. 

'-The subject matter of claim 1 therefore satisfies 
the criteria of PCT Article 33(2) and (3). 

1.1 This opinion is also valid for the AcMs of claim 3, 
characterized by their production method comprising 
a selection step according to the inventive 
criterion of claim 1, and for the subject matter of 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



Claims 1-15 YES 

Claims NO 

Claims 1 " 15 YES 

Claims NO 

Claims 1-15 Y£S 

Claims NO 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 97/00649 



claims 4 to 15, which relate directly or indirectly 
to claim 1 . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



1 



International application No. 
PCT/FR 97/00649 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: VI 




INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



As required by PCT Rule 70.10, the international 
preliminary examination authority cites the document 
Veterinary Research 28/1, 1997, pages 65-76. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



international application No. 
PCT/FR 97/00649 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. This observation applies to claim 3 in which 
particular kinds of monoclonal antibodies are 
characterized by a production method (" . . . they can 
be obtained. . ." signifying that this is not a unique 
method) . 

In general terms, a product/substance cannot be 
distinguished from one which is known merely by 
indicating its preparation method, since the latter 
does not include any technical features relating to 
the structure of the product /substance . 

In order to avoid any objections being raised as to 
a lack of novelty and clarity in an examination 
procedure at regional/national level, it should be 
pointed out that the AcMs of claim 3 do not contain 
these technical features which are necessary to 
characterize their structure; this could easily be 
solved by replacing "Monoclonal antibodies..." with 
"Monoclonal antibodies described in claim 1. . ." . 

2. The monoclonal anti-antibodies' of claim 5 should 
be named "anti-idiotype monoclonal antibodies"; the 
simple term "anti-antibodies" also covers any 
antibody interacting in a non-specific manner, for 
example with the F c portion of the monoclonal 
'antibody in question. 

Such an amendment to the designation of the AcMs of 
claim 5 appears to be supported by example 6. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIEREJDE„BREVETS 

RhC'^ 18 JUN. 199 3 

PCT - 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



j 



Reference du dossier du d6posant ou du 
mandataire CP/VB 58590-659 


r*m ir> ciiitc a hammed voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONIMfcn p r6 | irn jnaire international (formulaire PCT/iPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FR97/00649 


Date du depdt international (jour/mois/ann6e) 
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Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
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C07K16/12 



Deposant 

CONSEIL GENERAL DE L'ORNE et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par ('administration chargee de I'examen preliminair 
international, est transmis au deposant conformement a ('article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 5 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 


B 


Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite d'application 
industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de ('invention 


V 


H 


Declaration motivee selon (Article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


H 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularites dans la demande intemationale 


VIII 




Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

11/10/1997 


Date d'achevement du present rapport 

1 6. 06. 98 


Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international 

Office europeen des brevets 
5j\ D-80298 Munich 
Sff) Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Fonctionnaire autoris^ ^ . 

Goetz.M (1 SSI l) 

N° de telephone (+49-89) 2399-8697 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



I 

RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR97/00649 

1. Base du rapport 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a {'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -34 version initiale 

Revendications, N°: 

5 regue(s) le 06/05/1 998 avec lettre du 30/04/1 998 

Dessins, feuilles: 

1/2,2/2 version inrtiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et§ considerees 

comme allant au-del& de Texpos6 de Invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apr6s 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations comptementaires, le cas echeant : 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR97/00649 

V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : 

Non : 

Activite inventive Oui : 

Non : 

Possibilite d'application industrielle Oui : 

Non : 

2. Citations et explications 
voir feu i lie separee 

VI. Certain documents cites 

1 . Certains documents publies (regie 70.10) 
et /ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 



Revendications 1 -1 5 
Revendications 

Revendications 1-15 
Revendications 

Revendications 1-15 
Revendications 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationaie n° PCT/FR97/00649 
PREL1MINA1RE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

Base de l opinion 

Description, pages: 

1 -34 version initiale 

Revendications, N°: 

i .-i 5 re5ue(s) le 06/05/1 998 avec lettre du 30/04/1 998 

Dessins, feuilles: 

1/2,2/2 version initiale 



Opinion motivee 

1 . Bien qu'a la date de priorite de la presente demande, I'existence d'un anticorps 
monoclonal anti- Taylorella Equigenitalis (AcM anti-Te) quelconque etait tout a 
fait a la portee de ITiomme du metier, cf. les documents 

D1 = The Veterinary Record 118/20, 1986, p. 562 

D2 = Veterinary Microbiology 18/2, 1988, p. 155 - 161. 

et la methode classique de Kohler-Milstein, qui represente un outil utilise 
couramment dans les sciences de genetique moleculaire, les AcM de la 
revendication 1, possedant les caracteristiques particulieres recitees, telle que 
I'absence de reactions croisees, sont consideres inventives, vu la nature aleatoire 
du procede de preparation d'AcM. 

L'objet de la revendication 1 satisfait done aux criteres enoncees aux Art. 33(2) et 
(3) PCT. 

1.1. Cette opinion est egalement valable pour les AcM de la revendication 3, 

caracterises par leur procede de production comprenant une etape de selection 
selon le critere inventif de la revendication 1, et pour l'objet des revendications 4 - 
15 qui se rattachent de maniere directe ou indirecte a la revendication 1. 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR97/00649 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

Certains documents cites 

Conformement a la regie 70.10 PCT, I'administration chargee de I'examen 
international preliminaire cite le document Veterinary Research 28/1, 1997, 
pages 65 - 76. 

Observations 

1 . Cette observation s'applique a la revendication 3, dans laquelle des anticorps 
monoclonaux quelconques sont caracterises par un procede de production 

("... Us oeuvent etre obtenus ..."signifiant qu'il ne s'agit pas d'un procede unique). 

D'une maniere generale, un produit/une substance ne peut etre distingue d'un 
produit/d'une substance connue par I'indication seule de son procede de 
preparation, puisque celui-ci ne comprend pas de caracteristique technique 
relative a la structure du produit/de la substance. 

Afin d'eviter toute objection de manque de nouveaute et de clarte dans une 
procedure d'examen au niveau regional/national, il convient de signaler que les 
AcM de la revendication 3 ne comprennent pas ces elements techniques 
necessaires a caracteriser leur structure, ce qui pourrait aisement etre resolu en 
remplagant " Anticorps monoclonaux ..." par "Anticorps monoclonaux selon 
la revendication 1 ... n . 

2. II conviendrait de nommer les anti-anticorps monoclonaux de la revendication 5 
"anticorps monoclonaux anti-idiotype n ; en effet, le terme simple "anti-anticorps" 
embrasse aussi tout anticorps interagissant d'une maniere non-specifique avec 
par exemple la portion F c de I'anticorps monoclonal en question. 

II apparait qu'une telle modification de la designation des AcM de la revendication 
5 est supportee par I'exemple 6. 



Formulaire PCT/Feuille s6par4e/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



0 A R M E1M GAUD A1NE 



Brevet D CT/F397/006^9 
du 11 Avr\l -1997 



3. avenue Buceaud. 7 5 1 16 PARIS 



RE VEND I CATIONS 



1/ An ti corps monoclonaux ou leurs fragments, plus 
parti culi erement, leurs fragments Fv, Fab, F(ab ! )2, 
5 caracterises en ce qu ? i Is reconnaiss ent un epitope d' une 
bacterie de 1 T espece T. equigeni talis , et en ce qu' ils ne 
presentent pas de reaction croisee avec un ou des 
epitope(s) d 1 une bacterie d' une espece Taylorella 
differente ou d 1 une bacterie d T un genre different. 

10 2/ Anticorps monoclonaux ou leurs fragments, selon 

la revendi cation 1, caracterises en ce qu f i Is sont 
capables de reconnaitre des proteines de T. equigenitalis 
du groupe comprenant des proteines telles que les 
proteines de 150 kDa, 120 kDa, 52,7 kDa ou 22 (LPS) kDa. 

15 3/ Anticorps monoclonaux, caracterises en ce qu 1 i Is 

peuvent etre obtenus a parti r d f hyb rides 

par fusion de cellules de myelome murin non 
secretrices avec des cellules spleniques issues de souris 
immunisees a 1 ! aide d' une souche de 1 ! espece T. 

20 equigenitalis inactivee ou d'extrait(s) d 1 une telle 
souche, et 

- clonage et selection selon la propriete de leur 
surnageant de culture a reconnaitre un ou des epitope(s) 
d' une bacterie de l 1 espece T. equigenitalis, et a ne pas 

25 presenter de reaction croisee avec un ou des epitope(s) 
d' une bacterie d T une espece Taylorella differente ou 
d 1 une bacterie d 1 un genre different, 

- recuperation des anticorps monoclonaux recherches, 
suivie le cas echeant d f une purification. 

30 4/ Proteines immunogenes , ca racte ris ees en ce 

qu f elles sont capables d'interagir avec des anticorps 
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monoclonaux ou leurs fragments selon 1' une quelconque des 
revendi cations 1 a 3. 

5/ An ti corps monoclonaux, et leurs fragments, 
parti culierement leurs fragments Fv, Fab, F(ab')2, 
5 caracte rises en ce qu ! il s'agit d f anti -anti co rps , a 
savoir d f anticorps capables d f interagir avec les 
anticorps monoclonaux ou leurs' fragments selon l 1 une 
quelconque des revendi cati ons 1 a 3. 

6/ Procede d f obtention d' anticorps monoclonaux 
10 selon l 1 une quelconque des revendi cati ons 1 a 3, 
caracterise en ce qu f il comprend : 

la fusion de cellules de myelome murin non 
secret rices avec des cellules spleniques issues de souris 
immunisees a 1' aide d' une souche de 1 ? espece T. 
15 equigenitalis ou d f extrait (s) d 1 une telle souche, 

le criblage a l f aide d' une technique de 
revelation, telle que notamment 1 T immunofluorescence 
indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
presentent une reaction positive avec une bacterie de 
20 r espece T. equigenitalis ou un fragment de celle-ci, 

- la selection par clonage de tels hybridomes au 
regard de leur reactivite, par rapport a T equigenitalis, 
et 

- la recuperation des anticorps monoclonaux, suivie 
25 le cas echeant de leur purification. 

7/ Procede d f obtention d f anticorps monoclonaux selon 
la revendi cati on 5, caracterise en ce qu'il comprend : 

la fusion de cellules de myelome murin non 
secretrices avec des cellules spleniques issues de souris 
30 immunisees a I 1 aide d 1 anticorps monoclonaux ou de leurs 
fragments tels que defini(s) dans l r une des 
revendi cations 1 a 3, 
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le criblage a 1 ! aide d' une technique de 
revelation, telle que notamment 1' immunofluorescence 
indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
presentent une reaction positive avec 1' un desdits 
5 anticorps monoclonaux ou ieurs fragments, 

- la selection par clonage de tels hybridomes, et 

- la recuperation des anti -anti corps recherches. 

8/ Souches d 1 hybridomes caracteris ees en ce qu f elles 
sont capables de secreter des anticorps monoclonaux selon 
10 I 1 une quelconque des revendi cati ons 1 a 3. 

9/ Souches d T hybridomes caracte ris ees en ce qu f elles 
sont capables de secreter des anticorps monoclonaux selon 
la revendi cati on 5. 

10/ Methode d T identi fication d' une bacterie de 
15 1 ! espece T. equigenitalis dans un echantillon ou dans une 
culture, comprenant : 

- la raise en contact de l 1 echanti lion ou de la 
culture a analyser, susceptible de renfermer T . 
equigeni talis , avec 

20 i.une quantite "efficace d 1 au moins un anticorps 

monoclonal ou un fragment d ? un tel anticorps selon 1' une 
quelconque des revendi cati ons 1 a 3 et, opti onnellement , 
blocage des reactions non anti gene-anti corps , 

ii. ou, en variante, pour mettre en evidence la 

25 presence d f anticorps diriges contre T. equigenitalis avec 
une proteine immunogene selon la revendication 4 ou un 
anticorps selon la revendication 5, 

dans des conditions permettant une reaction du type 
anti gene-anti co rps , et 
30 - la revelation du produit de reaction de type 

antigene-antico rps eventuellement forme. 
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11/ Methode de diagnostic d' une infection par T. 
equigenitalis , plus particulie rement de la met rite 
contagieuse equine dans un echantillon ou une culture, 
comprenant : 

5 - la mise en contact d 1 un ou plusieurs anticorps 

monoclonaux selon 1 ! une quelconque des revendi cati ons 1 a 
3 ou de leurs fragments, avec un prelevement biologique, 
et 

- la revelation de la reaction du type antigene- 
10 anticorps produite dans le cas de la presence de T. 

equigenitalis dans le prelevement, 

- et, optionnellement , le blocage des reactions non 
antigene-anti corps , par exemple, par saturation de 
1' echanti lion preleve a 1 ? aide d' un serum depourvu 

15 d T anticorps anti - T. equigeni talis. 

12/ Kits pour la mise en oeuvre d' une methode selon 
1' une des revendi cati ons 10 ou 11, caracterises en ce 
qu f ils comportent 

- un ou plusieurs anticorps monoclonaux, ou leurs 
20 fragments, selon 1' une quelconque des revendi cati ons 1 a 

3, ou au moins une proteine immunogene selon la 
revendi cati on 4, ou un ou plusieurs anticorps 
monoclonaux, ou leurs fragments, selon la revendi cation 
5, 

25 - les reactifs, notamment les marqueurs ou tampons, 

permettant la realisation de la reaction immunologi que 
visee, et, optionnellement, des reactifs de blocage des 
reactions non antigene-anti corps tels que serum de 
s ouris , 

30 - ainsi qu 1 une notice d 1 uti lis ation. 

13/ Compositions pharmaceuti ques , caracterisees en 
ce au 1 elles renferment un ou plusieurs anticorps 
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monoclonaux, ou leurs fragments, selon 1' une quelconque 
des revendi cations 1 a 3, comme vecteurs de medicaments 
ou comme agents d ! immuno the rapi e passive, seuis ou en 
association avec des vehicules pha rmaceuti quement 
5 i ne rtes . 

14/ Compositions vaccinales, ca racte ris ees en ce 
qu f elles renferment, en association avec des excipients 
physiologi quement acceptabies , au moins une proteine 
immunogene telle que definie selon la revendi cation 4, ou 

10 un anticorps selon la revendi cati on 5, ou un fragment 
d T un tel anticorps, en quantite suffisante pour susciter 
une reaction immunitaire. 

15/ Utilisation des anticorps monoclonaux selon 
I 1 une des revendi cations 1 a 3 pour 1' elaboration de 

15 biocapteurs. 
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28 Ree^K^PT 

REQUETE 



OCT 1998 

Demande intemationale n° 



Le soussigne requiert que la presente demande 
intern ation ale soit traitee conform£ment au Traits de 
cooperation en matiere de brevets. 



Reserve" a Toffice recepteur 



Date du depot international 



Norn de T office recepteur et "Demande intemationale PCT" 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire (facultatif) 
(12 caracteres au maximum) CP/58 .590 



Cadre n" I TITRE DE L'INVENTION Moyens pour 
Taylorella et applications bio 


la detection de bacteries du genre 
logiques 


Cadre n° II DEPOSANT 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprenare le code postal et le nom du pays. Le pays de 
V adresse indiquee. dans ce cadre est I'Etat oil le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous. ) 

Conseil General de 1 1 Orne 
H6tel du Departement 
39, rue Saint-Blaise 
B.P. 528 

6 1017 ALENCON CEDEX 
FRANCE 


1 1 Cette personne est aussi 
' ' inventeur. 


n a de telephone 


n° de telecopies 


n°de teleimprimeur 


Nationality fnom de I'Etat) : pR^jCE 


Domicile (nom de I'Etat) : 

FRANCE 


Cette personne est i j tous les Etats tous les Etats desienes sauf | 1 les Etats -U nis d Amerique | 1 les Etats indiques dans 

deposant pour • | | desienes X les Etats -Unisd'Amerique 1 1 seulement I J le cadre supple men taire 


Cadre n* III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Nom el adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprenare le code postal et le nom du pays. Le paysde 
V adresse indiquee dans ce cadre est I'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous.) 

KLEIN Frederic 

7-9 Avenue du Basingstoke 

6 1000 ALENCON 

FRANCE 


Cette personne est : 

| * | deposant seulement 

| x| deposant ei inventeur 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee. . 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : FRANCE 


Domicile (nom de I'Etat) : F j^ N q E 


Cette personne est 1 1 tous les Etats I 1 tous les Etats designes sauf r~| les Etats-Unisd' Amerique 1 [ les Etats indicjues dans 

deposant pour : 1 | designes | | lesEtats-Unisd'Amerique L_XJ seulemem | | le cadre supplemental 


| | D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 


Cadre n° IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPOND AN CE 


La personne dontridenute est donnee ci-dessous est/a^te designee pour agirau nom r^l mandataire I 1 representant commun 
du ou des deposants aupres des autorites iniernationales comp&entes, comme: I 1 1 1 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale. designation officielle 
complete. V adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 

PEAUCELLE Chantal et ARMENGAUD Alain 

Cabinet ARMENGAUD AINE 

3, Avenue Bugeaud 
751 16 PARIS, FRANCE 


n° de telephone 

1-45-53-05-50 


n u det616copieur 

1-47-55-12-96 


n* de telfirnprimeur 


I — | Cocher cette case lorsque aucun mandataire ni representant commun n'est/n'a ete designe et que Tespace ci-dessus est utilise 
1 1 pour indiquer une adresse speciale a laquelle la correspondance doit etre envoyee. 
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Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Feuille n° . . X . . . 



Suite du cadre n* HI AUTRES DEPOSANTS OU (AUTRES) INVENTEURS 


Si aucun des sous-cadres suivants ne sont utilisis, la prisente feuiUe ne doit pas etre incluse dans la requite. 


Nom et adresse : (Norn de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous.) 

GRADINARU Dragos 

21, rue l'Abbe Letacq 

61000 ALENCON 

FRANCE 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

|X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de l'Etat) : ROUMANIE 


Domicile (nom de l'Etat) : FRANCE 


Cette personne est 1 1 tousles Etats | 1 tous les Etats designes sauf v lesEtats-Unisd Amenque | | les Etats indiques dans 

deposant pour • 1 I desienes | | lesEuts-Unisd'Amerique a seulement | | le cadre supplementaire 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. V 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est VEtat ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous, } 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

[ | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationaiitc (nom de l'Etat ) : 


Domicile (nom de TEiat) : 


Cette personne est | 1 tous les Etats 1 | tous les Etats desisnes sauf 1 1 tesEtats-Unisd'Amerique 1 1 les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | les Etars-Unisd'Amerique 1 [seulement | | le cadre supplementaire 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est l'Etat oii le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous. ) 


Cette personne est : 

[ [ deposant seulement 

| j deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee. ne 
pas' remplir la suite.) 


Nationality (nom de l'Etat) : 


Domicile (nom de l'Etat) : 


Cette personne est { 1 tousles Etats 1 1 tous les Etats designes sauf 1 I lesEtats-Unisd'Amerique | | les Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes 1 1 lesEtats-Unisd'Amerique I I seulement | | le cadre supplementaire 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
V adresse indiquee dans ce cadre est l 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile n 'est 
indique ci-dessous. ) 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de TEtat) : 


Domicile (nom de l'Etat) : 


Cette personne est " 1 1 tous les Etats | 1 tous les Etats designes sauf i 1 les Etats-Unisd"Amerique 1 | les Etats indiques dans 

deposant pour : " 1 1 designes | | lesEtats-UnisdAmerique I 1 seulement | \ le cadre supplementaire 


[ | D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une autre feuille annexe. 



Formulaire PCT/RO/101 (feuille annexe) (janvier 1997) Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Feuilie n° . . 3. 



Cadre n° V DESIGNATION D'ETATS 



Les designations suivantes sont faites conformant a la regie 4.9.a) (cocher les cases appropriees; une au mains doit. Vetre) : 
Brevet regional 

Qt] AP Brevet ARIPO : KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, SD Soudan, SZ Swaziland, UG Ouganda et tout autre Etat qui 
est un Etat contractant du Protocole de Harare et du PCT 
EA Brevet eurasien : AM Armenie, AZ Azerbaidjan. BY Belarus, KG Kirghizistan, KZ Kazakstan, MD Republique de 
Moldova, RU Federation de Russie, TJ Tadjikistan, TM Turkmenistan, et tout autre Etat qui est un Etat contractant de 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCT 
EP Brevet europeen : AT Autriche, BE Belgique, CH et LI Suisse et Liechtenstein, DE Allemagne, DK Danemark, 
ES Espagne, H Finlande, FR France, GB Royaume-Uni, GR Grece, IE Irlande, IT Italic LU Luxembourg, 
MC Monaco, NL Pays-Bas f PT Portugal, SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la Convention sur 
le brevet europeen et du PCT 

OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso.BJ Benin, CF Republique centrafricaine,CG Congo, CI Cote d'lvoire, CM Cameroun, 
GA Gabon. GN Guinee, ML Mali, MR Mauritania NE Niger, SN Senegal. TD Tchad, TG Togo et tout autre Etat qui 
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(57) Abstract 

The invention concerns monoclonal antibodies and their biological applications. These monoclonal antibodies are characterised by 
the fact that they recognize an epitope of a bacterium of the 7. equigenitatis species. 

(57) Abrege* 

L' invention se rapporte a des anticorps monoclonaux et a leurs applications biologiques. Ces anticorps monoclonaux sont caracterisls 
en ce qu'ils reconnaissent un Epitope d'une bactlrie de I'espece T. equigenitalis. 
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MOYENS POUR LA DETECTION DE BACTERIES DE L'ESPECE TAYLORELLA EQUIGENITALIS 
ET APPLICATIONS BIOLOGIQUES 

L 1 invention a pour objet des moyens pour la 
detection de bacteries du genre Taylorella et leurs 
5 appli cati ons bi ologi ques . 

Elle vise en particulier la detection de T. 
equigenitalis et le traitement ou la prevention 
d' infections provoqu^es par des bacteries de cette 
espece. 

10 La premiere souche de T. equigenitalis a ete isolee 

par Crowhurst, 1977, Vet. Fee. 100, 476 et caracterisee 
par Taylor et ai. , 1978, Equine Vet. J. 10, 136-134. 
Cette bacterie est 1 T agent d 1 une maladie v6nerienne des 
equides denommee m6trite contagieuse equine (designee ci- 

15 apres par MCE) . 

Depuis le declenchement de cette maladie en 1977 a 
Newmarket (Grande- Bretagne) , la MCE s'est repandue parmi 
la population Equine dans le monde (Europe, USA, Japon) . 
La MCE a ete ini tialement caracterisee par 

20 l 1 apparition d f 6coulements vaginaux purulents causes par 
une endom&trite aigue. L' epidemi ologi e et les 
manifestations cliniques de la maladie ont maintenant 
change. II ne subsiste que quelques rares foyers 
prSsentant une forme aigue de la MCE ; il s 1 agit alors de 

25 contaminations de plusieurs juments faisant partie d 1 un 
m§me harem. Les formes cliniques de metrite sont, en 
effet, devenues rares et T. equigenitalis est 
principalement trouvee chez des porteurs asymptomatiques 
ou au stade pre-clinique. La maladie est transmise par 

30 les etalons qxii ne manifestent aucun symptome clinique. 



WO 97/39034 



PCT/FR97/00649 



La MCE constitue une entrave a V echange 
international des equides et son depistage est p records e 
par l 1 OIE (Office International des Epizooties, liste B) . 
Les moyens indirects de depistage tels que la 

5 s6rologie ont 6t6 abandonn^s par de nombreux pays comme 
les USA, la Grande- Bretagne et la France, 

Des moyens directs de depistage sont pratiques : 
depistage par culture bacteriologi que dans de nombreux 
pays, depistage par immunofluorescence indirecte. 

10 En France, les mesures prophylactiques comprennent a 

la fois la culture bacteriologi que et 

1' immunofluorescence indirecte (IIF). 

Un depistage systematique des etalons est devenu 
obligatoire prealablement a chaque saison de monte. 

15 Pour des raisons a la fois economiques et 

d f organisation, ce depistage systematique ne peut se 
faire qu 1 a parti r d 1 un ou de deux prelevement (s ) par 
animal et par saison. La fi ability du depistage en est 
done d' autant plus cruciale. 

20 Le test de depistage d T une infection par T. 

equigenitalis actuellement pratique en France repose 
principalement sur l'isolement de la bacterie par culture 
sur milieux nutritifs et/ou selectifs et sur 
1' identification de cet agent selon des criteres 

25 morphologiques et biochimiques . Or, T. equigenitalis est 
une bact§rie tres fragile et & tres lente croissance (le 
delai d' observation des boites d 1 ensemencement est d 1 au 
moins 6 jours). Elle est, de plus, susceptible d'etre 
inhibee par d 1 autres bacteries de la flore examinee. Les 

30 criteres d 1 identi fi cation des differentes souches de T. 
equigenitalis sont eux-memes soit trop succincts et 
sujets a variations (mise en evidence d' absence 
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d 1 activate pour les trois activites enzymatiques 
classiques que T. equigenitalis presented soit trop 
lourds a gerer dans les delais requis. Le depistage par 
la seule technique de bacteriologie est done devenu une 
methode hasardeuse de diagnostic. Un pourcentage non 
determine de poxteurs sains est ainsi chaque saison 
considere comme non infecte. 

Un second test de depistage d' une infection par T. 
equigenitalis a et6 retenu en France. Ce test est base 
sur ^identification de la bacterie par 
immunofluorescence indirecte a 1' aide d 1 antiserum 
fabrique sur lapin et d' anticorps fluorescents anti- 
lapin. Ce test de depistage presente 1' avantage de livrer 
ses resultats beaucoup plus rapidement (24 a 48 heures) 
qu 1 un test par culture bacteriologique. 

L' utilisation de cette technique peut toutefois 
conduire a des erreurs par exces (faux positifs), les 
antisera utilises donnant lieu, dans de'nombreux cas, a 
des reactions avec des especes autres que T, 
equigenitalis. 

La portee de ces r6sultats est ainsi tres 
restreinte: si le test d 1 immunofluorescence est n6gatif, 
le laboratoire agr6e peut communiquer une conclusion 
negative, mais, si le r^sultat est positif, ce resultat 
doit etre confirme ou infirme par la bacteriologie. 

Les inventeurs ont recherche a rem^dier a ces 
difficultes de depistage d' une infection par* T. 
eqvigenitalis, en elaborant de nouveaux mo yens permettant 
d' identifier une bacterie de 1' espece T. equigenitalis 
sans risque ni de faux positifs, ni de faux negatifs. La 
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L f invention vise done a fournir des moyens pour une 
detection specifique, de grande fiabilite, de T. 
equigenitalis, bases sur les reconnaissances de type 
anti gene-anti corps def ini . 
5 Elle vise egalement l 1 utilisation de ces moyens pour 

le diagnostic/ le traitement et la prophylaxie des 
maladies causees par T. equigenitalis. 

Selon un premier aspect, les moyens de l 1 invention, 
sont des anti corps monoclonaux caract6ris6s en ce qu' ils 

10 reconnaissent un epitope d f une bacterie de V esp£ce r. 
equigenitalis, 

De maniere avantageuse, ces anti corps ne presentent 
pas de reactions croisees avec un ou des epitopes d' une 
bacterie Taylorella d 1 une espece differente ou d' une 

15 bacterie d' un genre different. Ils permettent done de 
d^tecter T. equigenitalis avec sftrete et, selon un aspect 
de grand interet, a 1' aide d' un seul test. 

Les anticorps monoclonaux de l 1 invention (design§s 
ci -ap res pa r AcM en ab rege ) s ont egalement tels 

20 qu 1 obtenus S partir d'hybrides, par fusion de cellules de 
myelome murin non secret rices avec des cellules 
spl6niques issues de souris iminunisees a 1" aide d f une 
souche de . I 1 espece T. eguigeni taiis inactiv6e ou 
d'extrait(s) d' une telle souche, clonage et selection 

25 * selon la propriety de leur surnageant de culture a 
reconnaltre un ou des 6pitope(s) d' une bacterie de 
r espece T. eguigenitaJis, et recup6ration des anticorps 
recherches, suivie le cas 6cheant de leur purification. 

L f invention vise 6galement les fragments des AcM 

30 definis ci-dessus, plus particulierement leurs fragments 
Fv, Fab, F(ab' )2. 
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Les AcM de l 1 invention et, le cas echeant, leurs 
fragments/ sont encore caracte rises en ce qu' ils sont 
capables de reconnaitre des proteines de T. equigenitalis 
du groupe comprenant des proteines telles que les 
prolines de 150, 120, 52,7 ou 22 (LPS) kDa. 

Selon un deuxi&ne aspect,, les moyens de 1' invention 
sont des proteines immunogenes caract6risees en ce 
qu 1 elles sont capables d'interagir avec lesdits AcM ou 
leurs fragments. 

Ces proteines sont obtenues, grace aux dits AcM ou a 
leurs fragments, & parti r de T. equigenitalis, ou par 
voie de synthese. 

Selon un troisi6me aspect, les moyens de 1" invention 
sont des anti -anti corps (d6signes ci-apr6s par anti-AcM 
en abr6ge) et les fragments de ces anti -anti co rps , ces 
anti -AcM et leurs fragments etant caracte rises en ce 
qu'ils sont capables . d f interagi r avec les AcM ou leurs 
fragments de finis plus haut. 

L 1 invention vise egalement des proced^s d' obtention 
des moyens de finis ci-dessus. 

Pour produire les AcM de 1' invention, ou les anti- 
AcM, on a avantageusement recours & la technique 
d 1 obtention d' hybridomes telle que d6crite par K5hler et 
Milstein dans Nature 1975, 25 6, 495-497. 

L' invention vise done un procSde d' obtention et de 
selection des AcM d^finis ci-dessus, caracte rise en ce 
qu 1 il comprend : 

- la fusion de cellules de my^lome murin non 
secretrices avec des cellules spl6niques issues de souris 
immunises & 1* aide d 1 une souche de l f espece T. 
equigenitalis ou d ! extrait(s) d' une telle souche, 
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le criblage a 1' aide . d* une technique de 
revelation/ telle que, notamment, 1' immunofluorescence 
indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
presentent une reaction positive avec une bacterie de 
5 1 T espece T. equigenitalis ou un fragment de celle-ci, 

- le clonage de tels hybridomes, au regard de leur 
reactivity par rapport & T. eguigenitaiis, et 

- la recuperation des AcM recherches, suivie le cas 
6cheant de leur purification, 

10 L r invention vise egalement 1' application de la 

technique ci-dessus pour la production d r anti corps anti- 
AcM. 

On utilise dans ce cas des cellules spleniques de 
souris immunis^es au prealable a 1' aide des AcM d6ja 

15 de finis. Les s ouches donees peuvent etre conserves dans 
de 1' azote liquide et leurs surnageants de culture a 
-20°C. Ces souches qui sont caracterisees par le fait 
qu 1 elles sont capables de produire des AcM ou 
respectivement des anti -AcM, tels que definis ci-dessus, 

20 entrent egalement dans le cadre de 1' invention. De 
maniere gen6rale, l f invention vise les souches 
d' hybridomes telles qu' obtenues selon les procedes 
definis plus haut. 

Les fragments des AcM et les anti -AcM peuvent £tre 

25 aisement obtenus & V aide des techniques enzymatiques 
conventi onne 1 les . 

Avec les trois aspects d&finis ci-dessus, k savoir 
les AcM ou le.urs fragments, les proteines immunogenes , et 
les anti -AcM ou leurs fragments, 1' invention fournit les 

30 moyens pour 6tablir, soit directement, soit 
indi rectement, une contamination eventuelle d f un 
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§chantillon ou d* une culture avec une bacterie de 
l 1 espece de T. equigeni talis. 

Dans le cadre d' une telle determination, l 1 invention 
vise une methode d f identi fi cation d f une bacterie de 
l f espece T. equigeni talis ou d ! un ou plusieurs Epitopes 
d' une- telle bacterie dans un echantillon ou dans une 
culture, caracterisee en ce qu f elle comprend : 

- la mise en contact de 1' Echantillon ou de la 
culture a analyser, susceptible de renfermer T. 
equigenitalis, avec 

i. une quantite efficace d 1 au moins un AcM ou 
un fragment d 1 AcM tel que dEfini ci-dessus et, 
optionnellement, blocage des reactions non antigene- 
anticorps, par exemple par saturation de 1' echantillon ou 
de la culture a analyser a l f aide de s6rum, tel que serum 
desouris, d£poiirvu d' anticorps anti-T. equigenitalis, 

ii. ou en variante, pour mettre en Evidence la 
presence d' anticorps diriges contre T. equigenitalis, 
avec une quantite efficace d' une protEine immunogene ou 
d' anticorps anti-AcM, ou de fragments de ce dernier, tels 
que definis ci-dessus, 

dans des conditions permettant une reaction du type 
anti gene-anti co rps , e t . 

- la revelation du produit de reaction de type 
anti g6ne-anti corps eventuellement forme. 

V etape de mise en contact est r6alis6e dans des 
conditions notamment de duree, . temperature, tampon, 
permettant 1' etablissement d 1 une reaction de type 
anti gene-anti co rps. Pour la revelation, on utilise des 
marqueurs, par exemple des marqueurs f luores cents , 
enzymatiques , radioactifs ou lumines cents. 
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On remarquera que le choix judicieux d f un AcM 
particulier, ou d 1 un fragment de cet AcM, permet 
d ! identifier di rectement un epitope donne de T. 
equigenitalis dans un echantillon ou une culture a 
5 analyser. En utilisant une proteine immunogene ou un 
an ti corps anti-AcM ou un fragment de ce dernier, on 
mettra en evidence un contact prealable de I 1 echanti lion 
ou de la culture avec la bacterie. 

L 1 absence de reactions croisees des AcM de 

10 l 1 invention et de leurs fragments avec des epitopes de 
bacteries du genre Taylorella autres que T. 
equigenitalis, et de bact6ries d 1 un genre different, est 
avantageusement mise a profit pour le diagnostic de 
pathologies liees a T. equigenitalis. 

15 V invention vise done 6galement 1' utilisation 

desdits AcM et de leurs fragments pour le diagnostic 
d T une infection par T. equigenitalis, plus 
particulierement de la met rite equine contagieuse, 
caracterisee en ce qu ? elle comprend : 

20 - la mise en contact d T un ou plusieurs AcM de 

l 1 invention, ou de leurs fragments, avec un pr^levement 
biologique, et 

- la revelation de la reaction du type antig6ne- 
anti corps produite dans le cas de la presence de T. 

25 equigenitalis dans le prelevement, 

- et, optionnellement, le blocage des reactions non antigene- 
anticorps, par exeraple, par saturation de 1' echantillon preleve a 
1' aide d 1 un serum, tel qu 1 un serum de souris, depourvu d 1 anticorps 
anti-T. equigenitalis . 

30 Les fetapes de mise en contact et de revelation 

sont avantageusement mises en oeuvre comme indique pour 
la methode precedente. 
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L 1 invention fournit egalement des kits pour la mise 
en oeuvre des raethodes d' identi fi cation et des methodes 
de diagnostic dec rites ci-dessus. 

Ces kits sont caracterises en ce qu' ils 

renf erment 

- un ou plusieurs AcM ou leurs fragments ou au moins 
une proteine immunogene, ou un ou plusieurs anti-AcM ou 
leurs fragments/ 

- les reactifs, notamment les marqueurs ou tampons, 
permettant la revelation de la reaction immunologique 
visee, et, optionnellement, des reactifs de blocage des 
reactions non antig^ne-anti corps tels que serum de 
souris , 

- ainsi qu 1 une notice d' uti lisation. 

Selon une autre disposition avantageuse de 
I 1 invention, les AcM et leurs fragments definis ci-dessus 
sont utilisables en therapeutique pour lutter contre une 
infection par T. equigenitalis, et plus particulierement 
contre la met rite Equine contagieuse. 

L 1 invention vise' ainsi egalement des 
compositions pharmaceutiques renfermant un ou plusieurs 
AcM, ou leurs fragments, definis ci-dessus, comme 
vecteurs de medicaments ou comme agents d ! immunotherapie 
passive, seuls ou en association avec des vehicules 
pharmaceutiquement inertes. - Elle vise Egalement leur 
utilisation pour l 1 elaboration de biocapteurs. 

Selon encore une autre disposition, 1' invention vise 
1 ! utilisation des proteines immunog^nes et des anti-AcM 
ou leurs fragments pour 1' elaboration de compositions 
vaccinales preventives d' une infection par T. 
egui geni talis. 
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Les compositions vaccinales de 1' invention sont 
caracterisees en ce qu 1 elles renferment au moins une 
proteine immunogene ou un anti-AcM ou leurs fragments, 
tels que definis ci-dessus, en quantity suffisante pour 
5 susciter une reponse immuni tai re, en association avec des 
excipients physiologiquement acceptables. 

D' autres caracteris tiques et avantages de 
r invention seront donnes dans les exemples qui suivent. 
Dans ces exemples, il est fait reference aux figures 1- a 
10 3, qui representent respecti vement : 

- la figure 1 represente une photo d* un test IIF 
(immunofluorescence indirecte) sur T. equigenitalis en 
presence d 1 AcM selon 1 T invention, 

- la figure 2, une photo d f un immunoblot apres 
15 reaction de proteines de T. equigenitalis avec des AcM de 

1" invention et du sferum de souris immunis6e (serum 
positif ) , 

- la figure 3, une photo d' un dot blot realise sur 
les proteines non denaturees d ? une souche de T. 

20 equigenitalis de reference et mises & incuber avec les 
AcM selon r invention, un serum positif de souris (SP) ou 
un s6rum n6gatif de souris (SN) (souris non immunisee). 

Example 1 : Obtention et selection d'hybridomes 
capables de produire des an ti corps monoclonaux anti-T, 
eqaigenl talis 

souches de T. equigenitalis utilis^es pour 
1 ' immunisation 

On rapporte les res ul tats obtenus avec les neuf 
souches suivantes : 
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- deux souches de references (Ri-16 et R2-19) , 
provenant du Centre National d 1 Etudes Veterinaires et 
Alimentai res - Laboratoire Central de Recherches 
Veterinaires CNEVA-LCKV, Mais ons-Al fort, France, 

- sept souches dites souches sauvages isolees 
dans quatre regions differentes du 

Nord-Ouest de la France (Indre et Loire, 
Calvados, Cotes d r Armor et Orne). 
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Ces souches sont identi fiees dans le tableau I ci- 
apres : 

TABLEAU I 



5 



Designation de 
la souche 


Sources 


Resistance a la 
streptomycine 


Rl-16/16 


CNEVA 


S 


10 F2-19/19 


CNEVA 


R 


1/ 129S 


LVD37 


R 


21 1 


LVD14 


R 


3/ 12. 397 


LDA22 


R 


4/ 26. 658 


LDA22 


R 


15 5/ 7001-01 


LDA22 


R 


6/ 250 


LVD 61 


R 


7/ 715 


LVD 61 


R 



S = sensible 



20 R = resistante 

Toutes ces souches sont cultivees sur des ge loses 
d 1 agar chocolat avec ou sans addition d ! actidione et de 
streptomycine. Elles sont incub^es sous atmosphere humide 
h. 1 % de C0 2 . 

25 Les analyses de reaction enzymatique et de 

fermentation de sucre sont effectuees a 1' aide du syst^me 
API-NH ( BLoM6rieux, Marcy-1 1 Etoile, France). 

En outre, ces souches sont test6es pour leur 
activite catalase, cytochrome-oxydase et par le test 
30 d 1 agglutination du s6rum (SAT), en utilisant un antiserum 
polyclonal de lapin. 

La plupart d ! entre elles pr^sentent 
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- une forme cocobacillai re a Gram negatif, 

- une activite catalase et cytochrome oxydase, et 

elles repondent positivement au test 
d f agglutination SAT, 
5 On constate qu 1 elles presentent toutes 

une activite phosphatase alcaline et gamma 
glutamyl transferase positives (excepts la souche de 
terrain 5 qui presente une activity gamma glutamyl 
transferase negative), 
10 - des activites penicillinase, ornithine- 

decarboxylase, urease, lipase, betagalactosidase et 
proline-amylase negatives. On constate egalement qu ? elles 
ne metabolisent pas les sucres (glucose, fructose, 
maltose, saccharose) . 

15 

En outre, elles presentent des profils 
polypeptidiques et lipopolysaccharidiques tr6s 
similaires. 

Les deux souches de reference Rl-16 et R2-19 
20 pr 6s en tent done les propri^tes generalement observees 
pour 1' ensemble des souches de T. equigenitalis etudiees 
dans 1' art ant6rieur et sont done utilis6es pour 
1' immunisation de souris. 

25 - immunisation de souris 

Les souches de reference Rl-16 et R2-19 sont lavees 
deux fois dans du tampon PBS 0,1 M, pH 7,4 et inactivees 
par chauffage a 5 6°C pendant 75 min. Les cellules sont 
30 alors dilutes dans le PBS, jusqu'a l 1 obtention de 
suspensions bacteriennes de density optique 0,77 a 
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380 nm. Elles sont ensuite reparties en portions 
aliquotes et stockees a -80°C jusqu' a utilisation. 

On injecte par voie int ra-peri toneale, a des souris 
adultes BUjB^C 0,5 ml de suspension bacterienne Rl-16 et 
5 R2-19 emulsifiees avec l f adjuvant complet de Freund (2 
souris par souche). Une injection de rappel est effectuee 
au 14 erne jour avec la meme preparation. Au 21£me jour, 
les souris sont immunisees avec 0,2 ml de suspension sans 
adjuvant par voie intra-veineuse et les cellules 
10 spleniques sont recueillies 2 jours plus tard. 

- production d' hybridomes 

Les hybridomes sont produits selon la procedure 
15 standard decrite par Kohler et Milstein (voir reference 
ci-dessus ) . 

Des cellules de myelomes de souris SP2-0-Agl4 et des 
cellules spleniques imraunes sont fusionn6es dans un 
rapport 1/5 en utilisant du PEG 1500 (Sigma, 1' Isle 

20 d* Abeau, France) et maintenues dans des plaques de 
cultures cellulaires a 96 puits contenant des macrophages 
de souris ou des cellules nourrici^res de rate ou un 
supplement OPI (Sigma) dans un milieu s61ectif HAT-DMEM. 
Une croissance d 1 hybridome est observee dans 820 des 

25 1020 puits utilises (81,37 %) . On realise les tests IIF 
sur 60 de ces 820 puits pour d6tecter les hybridomes 
producteurs des anti corps monoclonaux recherch^s. 



30 
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criblage des hybridomes et des anticorps 
monoclonaux produits 

Les hybridomes sont testes par immuno fluorescence 
5 indirecte (IIF) pour la capacite de leurs surnageants a 
reconnaitre les deux souches de reference de T. 
■ equigenitalis. On utilise la procedure standard decrite 
par Vaissaire et al. (1992), BUll- Acad. Vet. Fr. 65, 
161-170. 

10 Apres deux lavages dans PBS 0,1 M, pH 7,4, les 

souches bacteriennes sont remises en suspension dans le 
tampon PBS contenant, de plus, 1 % de formaldehyde afin 
d'obtenir une suspension ayant une turbidite de 1 dans 
l 1 echelle de Mac Farland. 

15 On applique 10 \xl de cette suspension sur chaque 

spot de lamelles fluorescentes . 

Apres s6chage 15 min k 37 °C, les lamelles sont 
fixees dans de l 1 acetone pur pendant 15 min k temperature 
ambiante. 

20 Api6s s^chage, les lamelles sont mises a incuber 

avec 40 pi de surnageants d 1 hybridomes , pendant 30 min h 
37 °C. 

Les lamelles sont ensuite lav6es dans un bain de P BS 
sous agitation pendant 15 min. Apr6s ringage dans de 

25 l f eau distillee et s^chage, les lamelles sont incub^es 30 
min a 37°C avec 40 yil d 1 une solution d f isothiocyanate de 
fluoresceine conjugue & la fraction F (ab) 2 de lapin 
anti-souris (Eurobio Les Ulis, France), dilue a 1/40 dans 
PBS contenant du bleu Evans (1/10000). 

30 Les lamelles sont enfin lavees dans du PBS, rincees 

dans de 1' eau distillee, sechees comme indique ci-dessus, 
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montees dans du PBS renfermant 1 % de glycerine et 
examinees a 1' aide d ? un microscope a fluorescence. 

On utilise un serum de souris non immunis^e comme 
temoin negatif. Le conjugue d 1 antiserum de souris FITC 
5 est incube avec chaque souche bact^rienne pour servir de 
temoin de conjugu6. 

Les clones positifs au test IIF sont trans feres pour 
expansion avant clonage dans des plaques a 24 puits 
contenant le milieu HAT-DMEM. 
10 On rapporte sur la figure 1 un test IIF sur T. 

equigenitalis en presence d 1 AcM selon 1' invention. Cette 
figure montre une forte fluorescence de la paroi 
bacteri enne. 

4 a 7 jours plus tard, les hybri domes de ces puits 
15 sont clones par la methode de dilution limite afin 
d 1 obtenir une cellule unique par puits dans une plaque de 
culture tissulaire a 96 puits en utilisant le milieu HT- 
DMEM et des cellules nour ricieres. Les puits contenant un 
seul clone sont cribles par IIF et les cellules positives 
20 sont congel6es dans de 1 T azote liquide. 

Parmi 1' ensemble des clones positifs 14 d 1 entre eux 
sont utilises pour la production d' anticorps monoclonaux 
et la caract6risation de ces anticorps. 

Les surnageants de . cultures tissulaires d 1 hybridomes 
25 sont tamponnes par addition de Tris 1M, pH 8,0 (vol. 
1/20) et de l 1 azide de sodium (0,02 %) . Des preparations 
ali quotes sont effectuees et stock6es a -20° C. 

Example 2 : Caracterisation des anticorps 
30 monoclonaux anti-T. equigenitalis 



- specificite des anticorps monoclonaux 
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Afin de verifier la specificite des anti corps 
monoclonaux, les surnageants des 14 clones d ! hybridomes 
obtenus selon V exemple 1 sont testes par IIF selon la 
capacity de leurs surnageants a reconnaitre d'autres 
souches bacteriennes que les deux souches de reference R- 
16 et R-19 utilisees pour 1* immunisation, a savoir : 

les 7 souches sauvages de T. equigeni talis 
decrites dans l f exemple 1, et 

- des souches bacteriennes decrites dans l 1 art 
ant6rieur comme donnant lieu & des reactions croisees 
avec les antiserums de T. equigenitalis ou couramment 
presentes dans la flore g<§nitale : Actinobacillus equuli, 
Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella multocida, 
Pasteurella haemolytica, Streptococcus equi, 

Staphyloccoccus aureus, Pseudomonas fluorescens et 
Klebsiella pneumoniae. Ces bacteries sont cultivees sur 
un milieu sang-agar base Columbia, 

Les r^sultats obtenus sont rapport es dans le tableau 
II ci-apr6s. 
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Les 14 anti corps monoclonaux testes reconnaiss ent 
les sept souches sauvages de T. equigenitalis. 3 d f entre 
eux donnent une reponse plus faiblement positive, a 
savoir 7B7.1 / 7B7.10 et 10C9. 6. 

Aucun des 14 anti corps monoclonaux testes ne 
reconnait une des 8 souches bacteriennes qui 
n ! appartiennent pas a 1' espece T. equigenitalis. 

Ces resultats d6montrent la specificite des 14 
anticorps monoclonaux testes envers les souches de T. 
equigenitalis et 1' abscence de reactivite croisee entre 
T. equigenitalis et d T autres bacteries, n' appartenant pas 
a l 1 espece T. equigenitalis, et, soit ayant ete decrites 
avec les outils de l 1 art anterieur comme presentant une 
reactivite croisee avec cette espece [Actinobacillus 
equuli, Pasteurella multocida, Pasteurella haemolytica, 
Straphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens) soit 
faisant partie de la flore genitale " courante 
{Streptococcus equi, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa) . 

Les reactions positives de V antiserum polyclonal de 
lapin observ6es en IIF avec Staphylococcus aureus et 
Pseudomonas fluorescens n 1 ont done pas 6te observees avec 
les anticorps monoclonaux de 1* invention, 

Les anticorps monoclonaux objet de la presente 
demande ne detectent pas de difference anti geni que entre 
les differentes souches de T. equigenitalis testees. 

- SAT (Serum Agglutination Test) 

Pour tester la reactivite des anticorps monoclonaux 
au SAT, seule la souche R-19 a 6t6 utilisee. 
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Les resultats obtenus sont donnes dans la colonne 4 
du tableau III ci-apres. 

13 des 14 anti corps monoclonaux donnent une reponse 
positive. 
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- localisation d' epitopes specif iques 

preparation des extraits proteiques et 
lipopolysaccharidiques de la souche R-19 de T. 
5 equlgonltalls 

- Ex trait en conditions non denaturantes (EN) de T. 
equigenitalis 

Les cellules de T. equigenitalis ont ete recoltees 
10 par centrifugation (6000 g, 10 min) et lavees trois fois 
dans une solution de PBS 0,1 M a pH 7,4. Les culots ont 
6te remis en suspension dans un petit volume de tampon 
SDS (sodiumdodecylsulfate a 2 %, PBS pH = 7,4) et mis a 
incuber a 37° C pendant 30 min. A la suite de ce procede, 
15 les proteines conservent leur activity biologique. Apr£s 
extraction dans le tampon SDS, 1'integrite des cellules a 
6t6 controlee par observations en microscopie a contraste 
de phases. Apres centrifugation (10000 g, 10 min), les 
surnageants contenant EN ont ete compl^tement dialyses 
20 contre de l 1 eau distill6e a 4°C pendant 48 h, repartis en 
aliquotes et conserves & V etat congel6 (-80°C) jusqu'a 
utilisation. La concentration en proteines de EN a 6t6 
determine a 1' aide du test proteique aoRad (BLoRad, 
Ivry-sur- Seine, France) . 

25 

- Ext rait en conditions denaturantes ED 

Les extraits EN des souches de T. equigenitalis ont 
6te dissouts dans un solvant echantillon (Tris.HCl 0,1 M 
pH 6,8 ; glycerol 10 % ; SDS 2 % ; p-mercapto6thanol 2 mM 
30 et bleu de bromoph6nol 0,01 %) afin d 1 obteni r une 
concentration en proteines de 1 mg/ml, puis ont ete 
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portes a ebullition a 100° C pendant 5 min (extrait en 
conditions denaturantes de T. equigenitalis, ED). 

- Extrait lipopolysacchaxi clique (LPS) 
5 Des ext raits EN digeres par la proteinase K ont ete 

utilises comine ext raits LPS (Hanner et al., 1991 Am. J, 
Vet. Pes. 52, 1065-1068). 10 \xl de EN ont ete dilues dans 
35 \xi du tampon de digestion pour LPS. Ce tampon de 
digestion pour LPS est constitue de 0,0625 M Tris.HCl pH 
10 6,8 ; 0,1% SDS ; 10 % glycerol et de 5 yg de prot6inase-K 
(Sigma). Ces preparations ont et6 incubees & 57°c pendant 
1 heure et chauffees a 100° C pendant 5 min avant 
electrophorese. 

15 - electrophorese sur gel de polyacryl amide 

dodecyl sulfate de sodium (SDS - PAGE) 

Pour la separation des proteines bacteriennes , une 
Electrophorese discontinue SDS-PAGE a 6te utilisfee 

20 (Laemmli, 1970, Nature, 227, 680-685). Le gel de 
separation contenait 12 % d 1 acrylamide et le gel de 
staking 4 % d' acrylamide. 20 ]xl de chaque 6chantillon ED 
ont 6t6 d6pos6s au fond des puits & une concentration 
equivalente A 5 ' vig de proteines par piste. 

25 L' electrophorese a 6t6 r^alisee a 100 V, 50 mA (courant 
continu) pendant 10 h dans une unite verticale de plaques 
pour gel (Hoefer Scientific Instr. , San Francisco, CA) . 
Pour les determinations de poids mol^culai re, un kit 
destine a la calibration des faibles poids molEculaires 

30 (Pharmacia- Biotech, Saint-Quentin en Yvelines, France) a 
ete utilise. Pour visualiser les bandes sur la matrice de 
polyacrylamide, on a utilise la coloration au Coomasie 
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R350 (Pharmacia- ELotech, France) et pour la visualisation 
des compos ants LPS, la coloration argentique (Tsai et 
Frasch, 1982 Anal. ELochem. 199, 115-119). 

5 

- immunoblotting 

Les bandes de proteines ont 6t6 trans ferrfees du gel 

10 sur une membrane Immobilon R PVDF (Millipore Corp., St 
Quentin en Yvelines, France) par elect roblotting a 1' aide 
d 1 une cellule de transfert elect ropho re ti que MiniTrans- 
HLot R (BLoRad) avec une solution tampon de transfert 
(Tris 25 mM ; glycine 192 mM ; methanol 20 % v/v ; pH = 

15 8,3) £ 100 V, 250 mA pendant 1 heure. Pour verifier les 
conditions de transfert elect ropho re ti que et pour 
identifier les bandes prot6iques sur les membranes, on a 
utilise la coloration des proteines totales par l r or 
colloidal ( ELoRad, Colloidal Gold Total Protein Stain). 

20 Apr&s transfert, les membranes ont 6t6 immergees pendant 
30 min dans une solution bloquante (gelatine 3 % dans 
Tris 20 mM et NaCl 0,5 M) et rincees sous douce agitation 
dans une solution de lavage (Tris 20 mM ; NaCl, 0,5 M ; 
Tween R 20 0, 05 %) . 

25 Les membranes ont alors ete mises en contact avec 

des solutions d' anti corps monoclonaux dilutes de 1/100 a 
1/1000 dans le tampon pour anticorps (Tris 20 mM ; NaCl 
0,5 M, Tween R 20 0,05 % gelatine 1 %) pendant 180 min k 
25 °C 

30 La fixation des anticorps monoclonaux aux bandes 

peptidiques a 6t§ visualisee a 1* aide de phosphatases 
alcalines (PA) conjugu6es a des immunoglobulines IgG de 
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chevre (chaines lourdes et legeres) anti-souris (BLoRad, 
dilution a 1/2000) et a 1' aide d f une solution substrat 
pour PA ( ELoRad) . 

Un serum positif provenant de souris immunisees avec 
5 une souche de reference de T. equigenitalis et un serum 
negatif issu de souris non immunisees ont ete utilises 
comme tfemoins experiraentaux. La figure 2 illustre un 
immunoblot entre les proteines bact§riennes et les AcM 
selon 1' invention d' une part et le serum positif de 
10 souris d ? autre part. 

Le s&rum positif collects de souris immunisees 
r6agit avec 5 pro twines de la souche R-19 : 120 kDA ; 
52,7 kDA ; 33, 4 kDA ; 17,5 kDA et 22 (LPS) kDA. 

8 des 14 an ti corps monoclonaux testes r^agissent 
15 positivement et 6 d 1 entre eux n^gati vement. Les epitopes 
specifiques reconnus par ces 8 anti corps monoclonaux 
reagissant positivement sont : 

150 kDa pour 1' anti corps monoclonal 3B6. 1, 

120 kDa pour 1' anti corps monoclonal 11C9. 1, 
20 52,7 kDa pour les anti corps monoclonaux 7E8.1 et 

7C4.10, 

22 kDa (LPS) pour les anticorps monoclonaux 7B7. 10, 
7D7. 3, 11C9. 4 et 11C9.5 

Ces res ul tats sont 6galement rassembles dans le 
25 tableau III, colonnes 5 et 8. 

- dot-blotting 

Des membranes Immobilon R PVDF (Sigma) ont ete pre- 
30 humidifiees avec une solution de methanol a 100 % pendant 
1 a 3s, immergees dans de V eau distillee pendant 1-2 min 
afin d T eluer le methanol et equilibr§es dans une solution 
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de lavage (Tris 20 mM ; NaCl 500 mM ; Tween R 20 0, 05 % ; 
pH = 7,5). Les extraits EN et ED ont ete fixes aux 
membranes par incubation pendant 1 heure a temperature 
ambi'ante. Les membranes dot ont 6te lavees deux fois 

5 pendant 10 min dans la solution de lavage puis immergees 
dans la solution bloquante (gelatine 3 % dans Tris 20 mM 
et NaCl 5 00 mM) pendant 1 heure. Les membranes ont ete 
lavees deux fois comme precedemment et incubees avec les 
anti corps monoclonaux* selectionnes dans les • memes 

10 conditions que pour I 1 immunoblotting. 

La fixation des anti corps monoclonaux aux membranes 
de dot blot a et§ r6v61ee & V aide de PA conjugu^es a des 
immunoglobulines IgG de chevre (chaines lourdes et 
legeres) anti -souris et £ 1' aide d' une solution substrat 

15 pour PA ( BLoRad) . 

Les m§mes serums, t^moins positifs et n6gatifs, ont 
ete utilises tout comme pour 1' immunoblotting. 

Pour determiner si les resultats n^gatifs observes 
sur l r immunoblotting sont dus au fait que les epitopes 

20 ont ete endommag6s par les rSactifs denaturants utilises 
pour preparer les extraits, les 14 anti corps monoclonaux 
sont confront es en dot-blot aux extraits EN et ED de la 
souche R-19. 

Sur la figure 3, on rapporte en dot blot les 
25 proteines de R19 ayant reagi sur les pistes 1 k 14 avec 
les AcM du tableau III, sur la piste SP avec le serum 
positif de souris et sur la piste SN avec le serum 
negatif de souris. Les resultats obtenus sont egalement 
rassembl^s dans le tableau III, colonnes 6 et 7. 
30 Les 6 anti corps qui presentent un immunoblot negatif 

presentent egalement un dot-blot negatif avec les 
extraits denatures de la souche R-19 (Tableau III, 
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colonnes 5 et 6). lis presentent cependant un dot-blot 
positif avec les ext raits non denatures (Tableau III, 
colonne 7). 

En conditions non denaturantes (traitement au SDS 
5 seulement) , la conformation et l 1 activite des proteines 
res tent i ntact es mais , s ous des condi ti ons reduct ri ces 
(traitement au p-mercapto6thanol et hautes temperatures)/ 
la conformation de certaines proteines change et les 
epitopes sont detruits. L' abscence de r£activite des 6 
10 anti corps monoclonaux testes en immunoblot avec la souche 
R-19 est done tres vraisemblablement due a de tels 
changements de conformation et destruction d* epitopes. 

8 anti corps monoclonaux qui conservent leur 
reactivite sur les ext raits bacteriens ED ont done ete 
15 produits. 

Ces 8 anti corps monoclonaux peuvent done constituer 
des reactifs appropri6s & la detection des antig^nes de 
T. equigeni talis et, plus particulierement, au diagnostic 
de la MCE. De tels anticorps peuvent servir & 
20 caract§riser des bacteries du genre Taylorella dans toute 
preparation biologique utilisant des conditions 
denaturantes . 

- D6 termination de l'isotype 

25 

Pour la determination de l'isotype des anticorps 
monoclonaux, on a utilise le kit immunotype de chez Sigma 
qui est constitu6 de bandelettes de nitrocellulose pr£- 
recouvertes d* anti-corps anti-isotype d 1 immunoglobulines 
30 de souris. Apres incubations supplemental res , 1' identity 
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Les r^sultats obtenus figurent dans la colonne 9 du 
tableau III. 

Les 14 anti corps monoclonaux produits font par tie 
des IgM pour 5 d' entre eux, des IgG2b pour' 4 d' entre eux, 
5 des IgG3 pour 3 d' entre eux et des IgGl pour 2 d' entre 
eux. 

Exemple 3 : 

10 Essai comparatif des differents tests de diagnostic de la 
MCE 

a) culture bacteriologique de la flore bacterienne 

b) detection par polyclonaux et IIF 

15 c) detection par 1 ? invention objet de la presente 

demande : monoclonaux et IIF, 

Pendant 1 mois ,. 368 §couvillpns de juments (fosse 
clitoridienne, de col ut£rin) et d f etalons (liquide 
liquide pr£-ejaculatoi re, fosse ur6thrale) ont ete etudies 

20 par les deux techniques d 1 immuno fluorescences , la 
technique au sens de la note de service du Minis t6 re de 
1' agriculture et de la peche (DGAL/ SDSPA/N95 /N°8037) avec 
anticorps polyclonaux et la technique selon 1' invention. 
Les positifs par l f une des deux techniques ont subi un 

25 isolement par culture sur milieux geloses. 64 
prelevements ont 6t§ trouv^s positifs avec les anticorps 
polyclonaux et 17 avec les anticorps monoclonaux ; aucune 
mise en culture n 1 a permis d' isoler de bact&rie 
T. equigenitalis. 

30 Ces resultats mettent bien en evidence la plus forte 
specificity apportee par l 1 invention dans cette etude. 
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Example 4 : Autre essai comparatif 

Un deuxieme essai vis ant a comparer le depistage de la 
MCE par culture bacteriologique, par polyclonaux et IIF 
et par 1' invention objet de la presente demande 
(monoclonaux et IIF) a 6te mene sur 1014 echantillons 
representant l f ensemble des demandes d' analyse. 

I T. equigenitalis a ete isolee par culture 
bacteriologique (sur 1014 Echantillons), 58 fluorescences 
ont et£ etablies avec les anti corps monoclonaux selon 
1 ! invention (6%) et 409 avec les anticorps polyclonaux 
(40%) . 

Les differences mesurees entre les anticorps 
monoclonaux et polyclonaux sont s tatis tiquement 
significatives avec une probability sup6rieure a 99,9% 
(Test Khi 2). 

Les techniques de d6pistage par anticorps et 
immunofluorescence indirecte, a s avoir la technique 
"anticorps polyclonaux" et la technique objet de la 
pr6sente invention, ont toutes deux d6pist6 la 
T. equigenitalis isol6e par culture bacteriologique. 

La specificity des anticorps monoclonaux selon 

I I invention, utilises dans le cadre de 
l f immunofluorescence indirecte, est meilleure que celle 
des anticorps polyclonaux (94% vs 60%). 

Exemple 5 : Elimination de reactions non "antigene- 
anti corps" . 

Des reactions non specifiques peuvent parfois etre 
obtenues entre des anticorps et des Staphylococcus 
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l f intermedial re de proteines (proteine A pour S. aureus 
et proteine G pour les St reptocoques de groupes C et G). 
Les reactions ne sont pas de type antigene-anti corps. 

De telles reactions non sp^cifiques peuvent etre 

5 observees avec les anti corps monoclonaux selon 
1' invention : en effet, 2 souches de bacteries connues 
pour produire des proteines A et G (Staphylococcus aureus 
souche Cowan et St reptocoques souche 26RP66) ont 6te 
soumises a la technique de detection selon 1' invention, a 

10 savoir anticorps monoclonaux et immunofluorescence 
indirecte, et ont toutes deux donne une fluorescence (la 
souche R-19 de T. equigenitalis a servi de temoin 
experimental) . 

Afin d 1 eliminer ces reactions non specifiques, une 

15 technique dite blocking a ete mise au point. 

Des anticorps monoclonaux selon 1' invention 
conjugues a FITC, destines a une detection en 
immunofluorescence directe, ont 6te realises. 

Deux anticorps monoclonaux selon 1 T invention, un 

20 IgG2b (10C9. 6) et un IgG3 (7C4. 10) ont ete concentres 10 
fois par precipitation au sulfate d f ammonium et purifies 
sur une colonne de Prot6ine A S6pharose (Pharmacia) par 
adsorption dans un tampon Tris lOOmM pH 8 et 61ution dans 
un tampon lOOmM glycine pH 3. Les anticorps ainsi 

25 purifies ont 6t§ marques par FITC IsomSre gamma 
(fluorescein isothiocyanate) et les conjugues anticorps- 
FITC ont ete separfe des molecules non marquees par 
passage dans une colonne Sephadex G25 (Pharmacia). 

30 Trois types de lames ont 6t6 realises : 

- T- equigenitalis souche R-19 s treptomycine 
r6sis tante, 
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- Staphylococcus aureus souche Cowan, 

- Streptococcus de groupe C souche 26RP66. 

Ces lames ont ensuite ete sounds es au blocking par 
incubation k 37 °C pendant lh dans un s6rum depourvu 
5 d f anticorps anti-T. equigeni talis. Trois sera ont ete 
compares : s§rum de souris, s6rum de lapin et serum 
humain. 

Apr£s lavages au PBS et ringages & V eau distillee, 
les lames sont incub^es lh a 37 °C avec les anticorps 
10 monoclonaux selon 1' invention marques par FITC d^crits 
ci-avant. 

Apres lavage et ringage final, les lames sont 
montees dans de la glycerine, tamponnees et examinees 
sous un microscope a fluorescence. 
15 Ces trois techniques de blocking donnent une 

fluorescence pour les lames T. equigenitalis et ne donnent 
pas de fluorescence pour les lames de liaisons non 
sp6cifiques (S. aureus et Streptococcus). 

Le meilleur blocking a ete obtenu avec le s6rum de 
20 souris. 

II est done possible avec la technique de detection 
selon la presente invention d' eliminer les reactions non 
specifiques tout en conservant la reaction specifique 
antigene-anti corps . 

25 Cette technique de blocking par s6rum d6pourvu 

d 1 anticorps anti-T. equigenitalis et immunofluorescence 
directe peut etre avantageus ement utilis6e en 
confirmation des res ul tats positifs obtenus par la 
technique d' immunofluorescence indirecte et anticorps 

30 monoclonaux selon l f invention. 
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Exemple 6 : Production d'anti -anti corps anti-Taylorella 
equigenl talis. 

1. Production des anti corps monoclonaux anti-T. 
5 equigeni talis (AcMl) 

On ope re comme indique ci-dessus. 

2. Purification des AcMl 

Les AcMl sont pr6cipit6s par addition de sulfate 
d 1 ammonium sature a la concentration finale de 50%. Apres 
10 centrifugation, le pr6cipit6 est remis en suspension dans 
du PBS, puis filtre sur gel de S£phadex® G75 (Pharmacia) 
et enfin purifie par chroma tog raphie d* affinite sur une 
colonne de proteine A- Sepharose® CL-4 B 

3. Preparation de 1' immunogene 

15 Les AcMl purifies sont homopolyme rises en presence de 
glutarald6hyde a 0,25% pendant heures a 4°C. La reaction 
est stoppee par adjonction d ? un tampon glycine 0,2M et 
les polym^res sont dialyses contre du PBS. 

4. Immunisation de souris 

20 Des souris BUjB'Csont immunises par 1 injection SC d' un 
melange a partie egale de 50pg d f AcMl polym6ris6s et 
d' adjuvant de Freund complet. 2 injections ult6rieures 
sont pratiqu^es a 2 semaines d'intervalle , 1' une avec de 
1' adjuvant de Freund incomplet, et 1' autre sans aucun 

25 adjuvant et par voie peritoneale. 

5. Obtention des anti corps monoclonaux anti -anti corps 
contre T. equigenitalis. (AcM2) 

On procede comme d6crit plus haut. 

6. Purification des fragments Fab des AcMl 

30 Des fragments Fab des anti corps AcMl sont purifies apres 
digestion des AcMl par de la papalne (incubation 45 min a 
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37°C des AcMl dans une solution de papaine, de 2-p- 
mercaptoethanol, d' EDTA 1,5M a pH8. le rapport est de 
lOyg de papaine par mg d' AcMl. La digestion est stoppee 
par l f addition de N-methylmaleimide lOmM (Sigma). Les 
5 anti corps non digeres et les fragments Fc sont elimines 
par chroma tog raphie d 1 affinity sur une colonne de 

proteine A-Sepharose CL-4 B§> (Pharmacia). La purete des 
fragments Fab est v£rifi6e par SDS-PAGE. 

7. Criblage des hybridomes producteurs d' AcM2 par un test 
10 ELI SA 

Les microplaques (Maxisorb, Nunc) sont incubees 16h a 4°C 
avec 100 pl/puit d' une suspension de 0,2 yg/ml de Fab 
dans du tampon carbonate pH8. Les microplaques sont 
lavees 3 fois avec du P BS-Tween 20® (0,05%), pH 7,2, 

15 puis les sites non sp6cifiques sont bloqu^s par une 
solution de BSA 2% dans le P BS-Tween 20® pendant 30 min 
a 37 °c. Apres 3 lavages par du PBS- Tween 20®, les 
surnageants de culture des hybridomes sont incubes 1H & 
37 °C. Apr&s 3 lavages par du P BS-Tween 20®, la reaction 

20 est revelee par un conjugu6 anti-souris marqu6 & la 
peroxydase et son substrat. 

Les hybridomes positifs par. le test ELI SA sont 
s§lectionnes et les surnageants sont utilises pour la 
preparation du vaccin. 
25 8, Preparation du vaccin 

Les anticorps AcM2 des hybridomes selectionn^s , puis 
leurs fragments Fab cor respondants sont purifies selon 
les m^thodes d§crites ci-dessus. 

Les fragments Fab sont couples a la keyhole limpet 
30 hemocyanin (KLH, Sigma) par incubation pendant 16h a 4°C 
dans une solution 0,05% de glutarald^hyde (Sigma), dans 
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un rapport de 1/1. La reaction est stoppee par une 
solution de glycine 0,02m et les conjugues sont dialyses 
contre du PBS. La proteine est dosee a 25-100ug par dose 
de vaccin et le vaccin est additionne d 1 hydroxyde 
d' alumine a titre d 1 adjuvant. 
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PE VEND I CATIONS 

1/ Anti corps monoclonaux ou leurs fragments, plus 
particulierement, leurs fragments Fv, Fab, F(ab ! )2, 

5 caracterises en ce qu' ils reconnaissent un epitope d T une 
bacterie de 1' espece T. equigeni talis . 

2/ Anti corps monoclonaux ou leurs fragments, plus 
particulierement leurs fragments Fv, Fab, F(ab* )2, selon 
la revendication 1, caracterises en ce qu 1 ils ne 

10 presentent pas de reaction crois6e avec un ou t des 
epitope(s) d f une bacterie d 1 une espece Taylorella 
differente ou d T une bacterie d 1 un genre different- 

3/ Anti corps monoclonaux ou leurs fragments, selon 
la revendication 1 ou 2, caracterises en ce qu'ils sont 

15 capables de reconnaitre des proteines de T. equigenitalis 
du groupe comprenant des proteines telles que les 
proteines de 150 kDa, 120 kDa, 52,7 kDa ou 22 (LPS) kDa. 

4/ Anticorps monoclonaux, caracterises en ce qu'ils 
peuvent etre obtenus k parti r d f hyb rides 

20 - par fusion de cellules de myeiome murin non 

secretrices avec des cellules spieniques issues de souris 
immunisees a 1" aide d f une souche de l f esp6ce T. 
equigenitalis inactiv6e ou d 1 extrait(s) d' une telle 
souche, et 

25 - clonage et selection selon la propriete de leur 

surnageant de culture & reconnaitre un ou des epitope(s) 
d f une bacterie de T espece T. equigenitalis f 

- recuperation des anticorps monoclonaux recherches, 
suivie le cas echeant d 1 une purification. 

30 5/ Proteines immunogenes, caracterisees en ce 

qu' elles sont capables d'interagir avec des anticorps 
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monoclonaux ou leurs fragments selon 1 ! une quelconque des 
re vendi cations 1 a 4. 

6/ Anticorps monoclonaux, et leurs fragments, 
particulierement leurs fragments Fv, Fab, F(ab' )2, 

5 -caracterises en ce qu f il s f agit d ! anti -anti corps , a 
savoir d' anticorps capables d'interagir avec les 
anticorps monoclonaux ou leurs fragments selon l 1 une 
quelconque des revendi cations 1 a 4. 

7/ Procede d' obtention d' anticorps monoclonaux 

10 selon 1 ! une quelconque des revendi cations 1 a 4, 
caract§rise en ce qu'il comprend : 

la fusion de cellules de myelome murin non 
secretrices avec des cellules spleniques issues de souris 
immunisees a V aide d' une souche de r esp6ce T. 

15 eguigenitalis ou d ! extrait(s) d' une telle souche, 

le criblage £ l 1 aide d' une technique de 
revelation, telle que notamment l 1 immunofluorescence 
indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
presentent une reaction positive avec une bacterie de 

20 r espece r. eguigenitalis ou un fragment de celle-ci, 

- la selection par clonage de tels hybridomes au 
regard de leur reactivite, par rapport a T equigenitalis, 
et 

- la recuperation des anticorps monoclonaux, suivie 
25 le cas echeant de leur purification. 

8/ Procedfe d 1 obtention d f anticorps monoclonaux selon 
la revendication 6, caracterise en ce" qu'il comprend ; 

- la fusion de cellules de myelome murin non 
secretrices avec des cellules spleniques issues de souris 

30 immunisees a 1' aide d ! anticorps monoclonaux ou de leurs 
fragments tels que defini(s) dans 1' une des 
revendi cations 1 a 4, 
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le criblage & I 1 aide d 1 une technique de 
revelation, telle que notamment 1' immunofluorescence 
indirecte, des hybridomes dont les surnageants de culture 
presentent une reaction positive avec 1* un desdits 
5 anti corps monoclonaux ou leurs fragments, 

- la selection par clonage de tels hybridomes / et 

- la recuperation des anti -anti corps recherches. 

9/ Souches d f hybridomes caracterisEes en ce qu 1 elles 
sont capables de secreter des anti corps monoclonaux selon 
10 1' une quelconque des revendi cations 1 a 4. 

10/ Souches d' hybridomes . caracterisees en ce 
qu' elles sont capables de secreter des anticorps 
monoclonaux selon la revendi cation 6. 

• 11/ Methode d' identification d T une bacterie de 
15 1' espece T. equigeni talis dans un echantillon ou dans une 
culture, comprenant : 

- la mise en contact de 1' Echantillon ou de la 
culture a analyser, susceptible de renfermer T. 
equi geni talis, a ve c 

20 i.une quantite efficace d ? au moins un anticorps 

monoclonal ou un fragment d 1 un tel anticorps selon r une 
quelconque des revendi cations 1 a 4 et, optionnellement, 
blocage des reactions non anti gene-anti corps , 

ii. ou, en variante, pour mettre en Evidence la 

25 presence d % anticorps diriges contre T. equigenitalis avec 
une proteine iinmunogene selon la. revendi cation 5 ou un 
anticorps selon la revendi cation 6, 

dans des conditions permettant une reaction du type 
anti gene-anti corps , et 
30 - la rEvElation du produit de reaction de type 

anti gene-anti corps eventuellement forme. 
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12/ Methode de diagnostic d 1 une infection par T. 
equigenitalis, plus particuli^rement de la metrite 
contagieuse equine dans un echantillon ou une culture, 
comprenant : 

5 - la mise en contact d f un ou plusieurs anticorps 

monoclonaux selon 1' une quelconque des revendi cations 1 a 
4 ou de leurs fragments/ avec un prelevement biologique, 
et 

- la revelation de la reaction du type antigene- 
10 anticorps produite dans le cas de la presence de T. 

equigenitalis dans le prelevement, 

- et, optionnellement, le blocage des reactions non 
antigene-anti corps , par exemple, par saturation de 
l 1 6chantillon pr61eve a 1' aide d f un serum depourvu 

15 d 1 anticorps anti -T. equigenitalis. 

13/ Kits pour la mise en oeuvre d' une methode selon 
1' une des revendi cations 11 ou 12, caract6ris6s en ce 
qu 1 ils comportent 

- un ou plusieurs anticorps monoclonaux, ou leurs 
20 fragments, selon 1' une quelconque des revendi cations 1 a 

4, ou au moins une proteine immunog6ne selon la 
revendi cation 5, ou un ou plusieurs anticorps 
monoclonaux, ou leurs fragments, selon la revendi cation 

25 - les reactifs, notamment les marqueurs ou tampons, 

permettant la realisation de la reaction immunologique 
visee, et, optionnellement, des r6actifs de blocage des 
reactions non antigene-anti corps tels que s§rum de 
souris, 

30 - ainsi qu' une notice d 1 utilisation. 

14/ Compositions pharmaceutiques , caract£risees en 
ce qu 1 elles renferment un ou plusieurs anticorps 
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monoclonaux, ou leurs fragments/ selon 1' une quelconque 
des- revendi cations 1 a 4, comme vecteurs de medicaments 
ou comme agents d 1 immunotherapie passive, seuls ou en 
association avec des vehicules pharmaceutiquement 
5 inertes. 

15/ Compositions vaccinales, caracterisees en ce 
. qu 1 elles renferment, en association avec des excipients 
physiologiquement acceptables, au moins une proteine 
immunogene telle que definie selon la revendi cation 5, ou 
10 un anticorps selon la revendi cation 6, ou un fragment 
d 1 un tel anticorps, en quantity suffisante pour susciter 
une reaction immunitaire. 

16/ Utilisation des anticorps monoclonaux selon 
1' une des revendi cations 14 4 pour 1 ? elaboration de 
15 biocapteurs. 
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